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研究成果の概要（和文）：水晶体の加齢および白内障発症に関与するマイクロ RNA (miRNA)の発
現とその機能および miRNA の標的遺伝子の予測を行った。とくに miRNA29a, 29c が、白内障や
後発白内障発症に関与する遺伝子の制御を行っている可能性を発見した。 
 
研究成果の概要（英文）：We detected the expression and function od microRNAs (miRNAs) which 
might play important roles as a regulator in lens aging and cataract development. miRNA29a 
and miR29c may regulate the expression of related genes with  posterior capsule opacity 
after cataract surgery and cataract development of rat lens. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 加齢白内障は、紫外線・酸化的ストレス
等が危険因子とされているが、これらは水晶
体上皮細胞(LEC)の遺伝子変化を引き起こし、
LEC の持つ代謝、抗酸化機構・分化に障害が
生じ、白内障を発症する。 
 
(2) 近年、蛋白質コード遺伝子の silencing
に働く microRNA(miRNA)があり、その RNA 機
能は多くの生理過程の制御で基本的な働き
を任なうことが明らかにされている。この
miRNA は、蛋白質をコードしないが、機能性
RNA として標的蛋白質の主に翻訳レベルにお
いて、様々な遺伝子発現を制御している。 
 
(3) 2006 年度以降、ラットやマウス、イモリ
の水晶体において、この miRNA の存在が報告
さ れ て お り (Karali M et al., Invest 
Ophthalmol Vis Sci, 2007; Tsonis PA et al., 
Biochem Biophys Res Commun, 2007)、水晶
体の発生・成長・再生に関与している可能性
が示唆されている。 
 
(4) 過去に、眼科領域で miRNA の機能解析を
行なった報告はなく、白内障に関する miRNA
の報告は全くない。水晶体は、LEC の部位に
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図 1：生後２倍以上 Up または Down した
miRNAs  
より細胞周期が異なるきわめて特徴的な器
官であり、加齢により水晶体混濁、核の硬化
といった白内障変化をきたす。よって、抗加
齢医学研究といった側面からも、この白内障
研究は大変重要といえる。白内障における
miRNA のプロファイルを解明することは、白
内障の発生と進展のみならずエイジングに
おける多彩な病態を理解し、新たな予防・治
療・創薬のためのシーズを開発する上で有用
である。 
 
２．研究の目的 
(1) ラット水晶体の発生、発達、加齢に伴う
miRNA の発現変化を網羅的に解析し、水晶体
の加齢による遺伝子制御機構を網羅的に解
明する。 
 
(2) 上記結果より、加齢白内障発症に関与
する miRNAの発現とその機能および標的遺伝
子の制御機構を解明する。 
 
 
３．研究の方法 
(1)胎生 16 日、生後４週、14 週の発生、発達
段階のＳprague Dawley (SD)ラット水晶体に
おける miRNA の発現プロファイル解析をマイ
クロアレイ法で行った。アレイには Agilent
社 Rat miRNA array を使用した。アレイ上
に 351 種類の miRNA がスポットされており、
各種 miRNA の発現を比較した。 
 
(2) 上記 miRNAマイクロアレイの発現結果を
リアルタイム PCR 法にて確認した。 
 
(3) 遺伝性白内障ラット Shumiya Cataract 
Rat (SCR)の水晶体を用い、１と２で同定し
た miRNA 群の発現変化をリアルタイム PCR 法
にて比較した。 
 
(4) miRNA の標的遺伝子の同定を Sanger 
miBase Software により、検索した。 
 
 (5) 特定の miRNA パスウエイの阻害または
過剰発現により標的遺伝子の発現変化をプ
ロテインブロット法や免疫組織化学法にて
確認した。 
 
(6) 加齢黄斑変性症の原因とされる紫外線
(UV)照射による miRNA群の発現変化をリアル
タイム PCR 法にて定量する。 
 
４．研究成果 
(1) マイクロアレイの結果より、生後徐々に、
有意に発現が低下または上昇した miRNA のリ
ストを図１に示した。これら miRNA が、水晶
体の発達、加齢変化に関与していると推測さ
れる。 
 
(2) 図１に示した、マイクロアレイの miRNA
発現結果を、リアルタイム PCR 法にて確認し
た。 その結果、各 miRNA の mRNA の発現は、
生後同様の変化を示していた。 
 
(3) 遺伝性白内障ラット Shumiya Cataract 
Rat (SCR)の水晶体における miRNA 群の発現
変化を図 2に示す。SCR は生後 11 週玲以降明
らかな白内障を約 60％に発症する遺伝性白
内障ラットである。7 週齢 SCR でも水晶体を
摘出すると Y字縫合の形状より白内障発症を
予測可能である。白内障を発症しない水晶体
では、let7c,miR29a, 29c は(2)の結果と同様
に 7から 21 週齢で発現が上昇する。 
白内障を有する水晶体においては、白内障
を発症しない群に比べ、これら miRNA の発現
が有意に減少した。また miR126 は、今回加
 
図２：Shumiya Cataract Rat (SCR)の LEC
における miRNA 発現変化  
  
 
図 3：miR29a, 29c 阻害(mimics)による
Tropomyosin 1α/2β 蛋白の発現変化  
齢による発現低下は見られなかったが、白内
障水晶体において発現が低下していた。よっ
て、これら miRNA の減少が、白内障発症に関
連があると推測できる。  
 
 (4) 白内障動物モデルである Shumiya 
Cataract Rat (SCR)をもちいた実験にて、変
動がみられた miRNA には、miR29a, 29c, 126, 
551b があった。これら miRNA の標的遺伝子を
Sanger miBase Software により、抽出した。
これら miRNA が制御する遺伝子のうち、白内
障や後発白内障に関連するものとして抗酸
化蛋白 Peroxiredoxin6 や、細胞骨格蛋白
Tropomyosin, Transforming growth factor 
(TGF)- などが標的遺伝子として予測された。 
 
(5) 実際に、これら遺伝子に対する miRNA の
制御機構を検討することを目的とし、miRNA
パスウエイの抑制を miRIDIAN miRNA mimics
のトランスフェクション法を用いて行なっ
た。図 3のプロテインブロットの結果にみら
れるように、miR29a, 29c を抑制すると
Tropomyosin 蛋白の発現上昇がみられた。
Tropomyosin 発現変化は、白内障動物モデル
のSCRの水晶体においても観察された（図3、
4）。よって miR29a, 29c は Tropomyosin を翻
訳レベルで制御することが分かった。 
 
 
図 4 は、免疫組織化学染色法にて、SCR 水晶
体における Tropomyosin 1α/2β 蛋白の発
現・局在をみた結果である。Tropomyosin 
1α/2β 蛋白は、白内障を有しない SCR 水晶
体の LECの細胞質および表層皮質にわずかに
発現している。しかし、白内障を有する SCR
の水晶体では、発現量が増加していた。白内
障水晶体では Tropomyosin 1α/2β 蛋白の発
現が上昇していた。これは、プロテインブロ
ット法による定量結果と同様の結果であっ
た。  
 
(6) ＳＣＲ白内障水晶体をもちい、miR29a, 
29c 過剰発現(precursor)による TM1α/2β 
蛋白の発現変化をみました。miR29c を過剰発
現すると、TM1α/2β ともに発現が有意に減
少した（図５）。   
 miR29c を阻害または過剰発現させたこれ
らの結果より、TM1α/2β は、miR29c により
コントロールされている可能性があること
が確認できた。  
 
 
(7) さらに、200-400J/m2の UV-B を培養 LEC
に照射すると、miR29cのmRNA発現が減少し、
Tropomyosin の蛋白発現が上昇した。よって、
miR29c は、紫外線などのストレスにより、
Tropomyosin をはじめとする遺伝子の翻訳制
御を行っている可能性がある。 
 
 
 
図 5：miR29a, 29c 過剰発現(precursor)
による TM1α/2β 蛋白の発現変化  
 
図４：SCR 水晶体における Tropomyosin 
1α/2β 蛋白の発現・局在  
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